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Roundabout 受体家族成员，是血管内皮细胞的主要标志物，而 UNC5B 是首个
被证实参与血管发育调控的 Unc5 受体，二者在肿瘤组织中都检测到表达。已
经证实 Robo4 与 UNC5B 存在专一性结合。本研究以 HT1080 细胞为主要研究
对象，探讨 Robo4 和 UNC5B 的相互作用及其对肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭的
影响及其可能的机制。我们首先通过 ONCOMINE 数据库对 UNC5B 和 Robo4
在肿瘤细胞中的表达情况进行了分析，结果表明， UNC5B 在纤维肉瘤中的表
达相对较高；而 Robo4 在纤维肉瘤中的表达差异较大。随后，我们采用 qPCR
技术检测了 12株细胞系中UNC5B和Robo4的表达水平，根据结果选择UNC5B、
Robo4 均高表达的人成纤维肉瘤细胞 HT1080 为本实验的干扰细胞系，选择
UNC5B 和 Robo4 均低表达的乳腺癌细胞 ZR-75-30 为 Robo4 过表达细胞系。
Co-IP 技术进一步证实了 UNC5B 和 Robo4 存在细胞内相互作用。对 UNC5B 或
（和）Robo4 进行基因敲减后，HT1080 细胞的增殖，迁移和侵袭能力与对照
组相比均显著增强，而且同时干扰 UNC5B 和 Robo4 时，促增殖效果更显著。
而当在 ZR-75-30 中过表达 Robo4 时，细胞增殖、迁移和侵袭能力均有所降低。
斑马鱼肿瘤外植体实验表明，与体外实验类似，UNC5B 或 Robo4 基因敲减后
均能促进人成纤维肉瘤细胞 HT1080 的转移。明胶酶谱的结果显示分析，Unc5B
与 Robo4 基因敲减后促进 HT1080 细胞侵袭转移的作用机制可能不同。
UNC5B 基因敲减主要是促进基质金属蛋白酶 MMP-2 和 MMP-9 的表达，
而 Robo4 基因沉默主要基质金属蛋白酶 MMP-2，9 的激活有关。在干扰细
胞系中加入胞外段重组蛋白 UNC5B-Fc 或 Robo4 -Fc 时， Robo4 -Fc 在
UNC5B 胞内结构域存在的情况下，能够显著地抑制细胞侵袭能力，而 Unc5B-Fc
则无此效果。因此我们推测，Robo4 能够抑制肿瘤细胞侵袭，并且这种抑制作
用需要通过 UNC5B 胞内结构域来完成。 
综上所述，我们的研究结果表明，UNC5B 和 Robo4 在细胞内存在相互作






































The neural guidance molecular systems not only play important roles in 
nervous system development, but also regulate vascular development, tumor 
angiogenesis and other physiological processes. Robo4, one of the Roundabout 
receptor family members, is a main marker of endothelial cells. UNC5B is the first 
confirmed UNC5 receptor involved in regulating vascular development. Both 
receptors are detected in tumor tissues. It had been proved that Robo4 can bind to 
UNC5B specifically. In the present research, using HT1080 cells as a model, we 
studied the effects of UNC5B-Robo4 interaction on tumor metastasis and the 
underlying mechanism. 
We analysed the expression profiles of UNC5B and Robo4 in tumor samples 
by searching ONCOMINE database. The results showed that UNC5B has relatively 
high expression in fibrosarcoma, while the expression of Robo4 differed in a large 
range. The results were confirmed by qPCR in 12 different tumor cell lines. 
Accordingly, the human fibrosarcoma HT1080 cell line with relative higher Robo4 
and UNC5B expression and breast cancer cell lines ZR-75-30 with low Robo4 
expression were chosen as our research model. Co-IP results confirmed intracellular 
Robo4-UNC5B interaction. Knockdown of Robo4 or/and UNC5B in HT1080 by 
RNAi technology significantly enhanced cell proliferation, migration and invasion. 
Futhermore, double knockdown on Robo4 and UNC5B showed additive effect on 
cell proliferation. Conversely, overexpression of Robo4 in ZR-75-30 significantly 
inhibited cell proliferation, migration and invasion. Zebrafish tumor explant assay 
confirmed the inhibitory effects of UNC5B and Robo4 on metastasis of HT1080 in 
vivo. The results of gelatin zymography indicated that knockdown of UNC5B 
promoted the expression levels of MMP-2 and MMP-9, while knockdown of Robo4 
stimulated the activation of MMP-2 and MMP-9. Robo4 Fc can inhibit cell invasion 
















the effect of Robo4-UNC5B interaction on cell invasion was conducted by 
intracellular domain of UNC5B, and Robo4 may function as ligand for UNC5B.  
In summary, our findings confirmed the interaction of UNC5B and Robo4, and 
the inhibitory effects of Robo4 on tumor metastasis of HT1080 depended on 
intracellular domain of Unc5B, this study will provide a theoretical basis for 
exploring new target for cancer therapy. 
 































Robo3 只在发育中的中枢神经系统表达，而Robo4 则表达于内皮细胞[11]。 
 















1.2 受体 Robo4 的功能研究 






延伸的路线中选择哪一条路线 ? (2)是否要跨过中线 ? 这两个问题都是在各种
中间物质的调控下解决的。中间物质通过吸引和排斥双向拮抗的信号调节轴突
的发育。 
在果蝇和斑马鱼神经系统中 Slits 和 Robos 基因均高丰度表达，并参与神
经导向及迁移的调控。在哺乳动物中，Slit-Robo 也广泛参与神经细胞迁移调控。







1.2.2 Robo4 对血管发育影响的研究 




















不表达。但 Bedell[34]等在斑马鱼中枢神经系统中也发现了 Robo4 的表达，且主
要集中在端脑，后脑和脊髓神经管内。 
目前已报道的参与调控细胞迁移的内皮特异性分子主要包括 CLEC14A(C-
型凝集素 14A)、ECSCR (内皮细胞特异性趋化调控因子)和 Robo4 等，其中
CLEC14A 属于 C-型凝集素家族成员，主要包括 Endosialin(内皮唾液酸
白)/TEM1（肿瘤内皮标志物 1）/CD248, CD93 and 血栓调节蛋白[35, 36]。Robo4
是 Robo 轴突导向分子家族的成员，是内皮细胞的一种标志物[10]。肿瘤血管中
Robo4 表达量显著上调，可能是由于降解力降低所致[35]。Robo4-/-小鼠胚胎发
育初期血管未见明显异常，而在发育成熟期 Robo4 可以抑制 VEGF 诱导的内皮
茎细胞活化从而调节血管新生，导致血管完整性受损，进而加剧血管渗漏相关





1.2.3 Robo4 对内皮细胞迁移影响的研究 
关于内皮细胞内 Robo4 功能的研究已经有十几年的历史，且已证实 Robo4


































1.2.4 受体 Robo4 与肿瘤相关的研究 
近年来，Slits 和 Robos 在肿瘤中的异常表达引起了科学家们的广泛关注，
尽管不少研究表明血管内皮细胞标志物Robo4在肿瘤组织中表达量不高甚至极
少表达，即 Robo4 对肿瘤血管新生调节作用不显著。但 Seth 等用 CD-31 特异
标记肝癌、肺癌、肾癌的肿瘤内皮细胞，发现 CD-31 标记位点都伴随着 Robo4





Slit/Robo 家族成员表达量上调。Huminiecki[10] 和 Seth[53]等在脑癌，结肠癌，
乳腺癌，肾癌，膀胱癌的癌组织血管上就检测到 Robo4 的高丰度。 
1.3 受体 UNC5B 的结构与功能 




















分子 UNC5A（UNC5H1）; UNC5-B（UNC5H2）; UNC5C（UNC5H3）。UNC5
属于膜结合蛋白，UNC5 受体家族由 UNC5A, UNC5B, UNC5C, UNC5D 四个同
源基因组成。2 个 Ig 结构域、2 个 TSP（血小板反应蛋白 I 型）结构域，一个
跨膜区 TM 构成其胞外结构域，1 个 ZU5 结构域，1 个 DB（DCC 结合）结构
域以及 1 个 Death domain 构成其胞内结构域[55, 56]，其 Death domain 含有典型的
Caspase-3 的作用位点 DXXD 序列 [57]。UNC5 受体属于配体依赖性受体
（Dependence receptor）, Netrin1 是其特异性配体。当配体 Netrin1 不与其结合
时，UNC5 可被 Caspase-3 可识别并切下胞内 Death domain 片断，Death domain
片断与死亡相关蛋白激酶 DAPK 结合引发细胞凋亡 [40]，而在 Netrin1 存在时，
细胞凋亡则受到抑制[41]。 
1.3.2 受体 UNC5B 的功能 
在神经系统，包括 Netrin/UNC5 在内的导向分子系统的确具有吸引和排
斥的双重作用。神经导向分子(guidance cue)对神经生长锥(growth cone) 的作用
效果，或者说神经生长锥对神经导向分子的反应取决于生长锥的状态[58, 59] 。
受体的胞外段决定配体结合特异性，而胞内段确定进行怎样的反应；另一方面，





于 Netrin 家族在人、鼠、鸡和斑马鱼等动物中至少包括 3 种分泌型的家族成
员（Netrin-1， Netrin-3/2 和 Netrin-4），Netrin 受体则至少还包括 DCC 家
族的两个成员 （DCC—deleted in colorectal cancer，和 neogenin），并且已经
证明在 神经系统，不同受配体结合以及在不同神经生长锥能产生不同的效果
[56] 。因此，这一分子系统在血管系统中的作用不能简单地归结为 
Netrin-1/UNC5B 是促进或是抑制血管新生的问题。例如，最近 Lejmi 等发 现 
Netrin-4 通过与 neogenin 结合再募集 UNC5 而抑制血管新生[63]；Koch 等发
现 UNC5B 甚至与另一种神经导向分子受体 Robo4 结合，在维持血管完 整
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